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抄 録  
 
非 血 縁 臍 帯 血 移 植 は 近 年 移 植 数 が 増 加 し て 
い る が , そ の 欠 点 と し て ド ナ ー リ ン パ 球 輸 注 
な ど の 細 胞 治 療 を 行 え な い こ と が あ る . 以 上 
 
よ り , 臍 帯 血 の 一 部 か ら T 細 胞 を 増 幅 培 養 し 
て , 輸 注 す る 細 胞 治 療 が 考 案 さ れ て き た . 通 
常 , 移 植 時 に 解 凍 し た 臍 帯 血 の 一 部 を 用 い る 
が , 培 養 開 始 時 期 を 選 択 で き な い と い っ た 問 
題 が あ る . 一 旦 解 凍 し た 臍 帯 血 の 一 部 を 再 凍 
結 し て こ れ ら に 用 い る こ と が 可 能 で あ れ ば 使 
用 時 期 を 容 易 に 選 択 で き る . 本 研 究 で は , 長 
期 間 保 存 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 を 用 い て , 繰 り 
返 し の 凍 結 お よ び 解 凍 が 造 血 能 な ど の 品 質 に 
与 え る 影 響 に つ い て 検 討 し た . 
      
 
1 0  年 以 上 長 期 保 存 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 で 品
質 の 検 討 後 に そ の 残 検 体 を 再 凍 結 し 6 年 以 上
保 存 さ れ た 1 8  検 体 を 対 象 と し た . 初  回  凍 結 前 
( P F ) , 初 回 解 凍 後 ( P T 1 ) お よ び 再 解 凍 後 
( P T 2 ) の 総 細 胞 数 , C D 3 4 陽 性 （ C D 3 4 + ） 細 胞






（ C F U - G M  ） , 生  細  胞 率 , C D 3 4 陽 性 か つ C D 3 8 陰
性 （ C D 3 4 + / C D 3 8 - ） 細 胞 の 割  合 , C D 3 4 陽 性 か
つ C X C R 4 陽 性 （ C D 3 4 + / C X C R 4 + ） 細 胞 の 割 合  を
測  定  し た . 総  細  胞 数 ,  C D 3 4 + 細 胞 数 ,  C F U - G M  
数 は P T 1 で 各 々 5 . 4  7 ± 2 . 1 4 × 1 0  8 個 , 0 . 6 6 ± 
0 . 3 3 × 1 0  6 個 , 1 . 9 6 ± 1 . 3 2 × 1 0  6 個 , P T 2 で 
 
各 々 5 . 3 1 ± 2 . 1 2 × 1 0  8 個 , 0 . 6 0 ± 0 . 3 4 × 1 0  6 個 , 
 
1 . 2 7 ± 0 . 5 2 × 1 0  6 個 （ p = 0 . 4 5 , p = 0 . 3 3 , 
 
p = 0 . 6 9 ） で あ り P T 2 は P T 1  と 比 較 し て い ず れ    も
有 意 差 を 認 め な か っ た . 生 細 胞 率   , 
C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 率 , C D 3 4 + / C X C R 4 + 細 胞 率 は
P T 1 で 各 々 8 3 . 7 ± 9 . 4 5 % , 9 . 1 1 ± 4 . 1 3 % , 
8 1 . 6 5 ± 1 0 . 8 2 % , P T 2 で 各 々 6 4 . 4 5 ± 8 . 0 % , 
 
1 0 . 2 2 ± 3 . 7 6 % , 7 6 . 7 9 ± 8 . 3 6 % ( p < 0 . 0 1 , 
 
p = 0 . 1 6 , p = 0 . 0 9 ) で あ り , P T  2 の 生 細 胞  率 は 
P T 1 と 比 較 し て 有 意 に 低 値 で あ っ た . 
 
 今 回 の 検 討 か ら 生 細 胞 率 を 除 い て , 繰 り 返 
す 凍 結 お よ び 解 凍 が 長 期 保 存 さ れ た 移 植 用 
 







さ れ た . 生 細 胞 率 が 有 意 に 減 少 し て い た 理 由 
と し て , 再 凍 結 ま で の 時 間 が 長 か っ た こ と が 
原 因 と し て 考 え ら れ た . 移 植 時 に 解 凍 し た 臍 
帯 血 の 一 部 を 速 や か に 再 凍 結 す る こ と で , 生 
細 胞 率 の 低 下 を 防 ぐ こ と が 可 能 で あ れ ば , 再 
凍 結 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 を 用 い た 細 胞 治 療 が 
可 能 で あ る と 考 え ら れ た . 
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非 血 縁 臍 帯 血    移 植 ( U C B T ) は ド ナ ー の  負 担
が な く 移 植 細 胞 源 を 容 易 に 入 手 で き る こ と か
ら 近 年 移 植 数 が 増 加 し て い る 1 - 3  ) . 骨  髄  バ ン 
 
ク を 利 用 し た 非 血 縁 者 間 骨 髄 移 植 は 、 ド  ナ ー 
検 索 か ら 移 植 細 胞 の 採 取 ま で 最 短 で も 3 ヶ 月 
以 上 要 し 、 病 期 の 進 行 な ど に よ る 緊 急 性  の あ 
る 移 植 に は 適 さ な い こ と が あ る ． そ の 一 方 
 
で 、 臍 帯 血 は ド ナ ー 検 索 か ら 3 週 間 程 の 期 間 
で 入 手 が 可 能 で あ り 、 免 疫 不 全 症 や 非 寛 解 の 
血 液 悪 性 疾 患 な ど 移 植 時 期 の 選 択 が 必 要 な 症 
例 に お い て 多 く の U C B T が 行 わ れ て い る . し か 
し U C B T の 欠 点 と し て 骨 髄 移 植 よ り も 移 植 細 胞 
数 が 少 な い こ と が 一 因 と さ れ る 生 着 不 全 や 、 
移 植 後 感 染 症 , 悪 性 腫 瘍 再 発 な ど に 対 す る 追 
 
加 治 療 で あ る ド ナ ー リ ン パ 球 輸 注 ( D L I ) が 行
え な い こ と な ど が あ げ ら れ る .  以  上  よ り , 臍
帯 血 の 一 部 か ら T 細 胞 を 増 幅 培 養 し て 輸 注 す
る 試 み が 立 案 さ れ て い る 4 ) 5 ) . M i y a g a w a ら は 
 
臍 帯 血 か ら C D 4 陽 性 T 細 胞 を 培 養 増 幅   し , サ イ 






由 来 T 細 胞 の 機 能 が 長 期 間 維 持 さ れ て い る こ
と を 証 明 し た    6 ) . 以 上 よ り 実 際 に 移 植 用 臍 帯
血 由 来 T 細 胞 を 再 発 時 な ど に 輸 注 す る D L I も 行
わ れ て お り 、 そ の 有 効 性 、 安 全 性 が 報 告 さ れ
て い る  7 ) . 培 養 ソ ー ス と し て は 臍 帯 血 移 植 後 
 
に バ ッ グ に 残 っ た 細 胞 が 用 い ら れ る が , 移 植 
と 同 時 に 培 養 を 開 始 す る 必 要 が あ り , 培 養 開 
始 時 期 を 選 択 で き な い . 理 論 上 は 凍 結 前 か ら 
移 植 用 と 増 幅 培 養 用 に 分 け て 保 存 す る こ と が 
望 ま し い が 現 時 点 で は 一 つ の バ ッ グ に ま と め 
て 保 存 さ れ て い る . 一 度 解 凍 し た 臍 帯 血 の 一 
部 を 再 凍 結 し て こ れ ら に 用 い る こ と が 可 能 で 
あ れ ば 移 植 後 の 細 胞 治 療 に お い て 有 益 で あ る 
た め , 再 凍 結 さ れ た 研 究 用 臍 帯 血 の 品 質 に つ 
 
い て の 検 討 が な さ れ て い る 8 ) . 本 研 究 で は   よ 
り 具 体 的 な 臨 床 応 用 を 目 指 し , 長 期 間 保 存 さ 
れ た 移 植 用 臍 帯 血 を 用 い て , 繰 り 返 し の 凍 結 
お よ び 解 凍 が 造 血 能 な ど の 品 質 に 与 え る 影 響 
に つ い て 検 討 し た . 







研  究  方 法  
対  象  は 神 奈 川 臍 帯 血 バ ン ク に お い て 1 9 9 8 年 
4 月 か ら 1 9 9 8 年 9 月 の 間 に 調 整 保 存 さ れ , 保 存 
期 間 が 10 年 以 上 経 過 し た た め 公 開 検 索 情  報 か 
 
ら 削 除 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 1 8  検 体 で あ る . こ
れ ら の 検 体 は 2 0 0 8 年 9 月 に 解 凍 後 , 品  質 の 検
討 が な さ れ 1 0  年 間 経 過 し て も 品 質 が 維 持 さ れ
て い る こ と が 確 認 さ れ た 9 ) . 解 凍 さ れ た   移 植
用 臍 帯 血 の 一 部 を 再 凍 結 し ,  2 0 1 5 年 9 月 に こ 
 
れ ら を 再 解 凍 し , 繰 り 返 し の 凍 結 お よ び 解 凍 
が 造 血 能 な ど の 品 質 に 与 え る 影 響 に つ い て 検 
討 し た . 
                
 
臍 帯 血 は 造 血 細 胞 移 植 用 と し て 凍 結 保 存 さ 
れ て お り 採 取 に あ た っ て は 対 象 妊 婦 に 対 し て 
文 書 で 説 明 し 同 意 を 得 た . 本 研 究 の 実 施 は 昭 
和 大 学 藤 が 丘 病 院 臨 床 試 験 委 員 会 に よ っ て 承 
 
認 ( 承 認  番 号 2 0 1 4 1 0 7 ) を 得 て い る . 初  回 凍 結
前 ( P F  ) は 総 有 核 細 胞 数   ， C D 3 4 陽 性 （ C D 3 4 + ） 細 
胞 数 , 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ 由 来 コ ロ ニ ー 






お よ び 再 解 凍 後 （ P T 2 ） は 上 記 に 加 え 、 生 細 胞
率 , C D 3 4 陽  性 か つ C D 3 8 陰 性 （ C D 3 4 + / C D 3 8 - ）
細 胞 の 割 合 , C D 3 4 陽 性 か つ C X C R 4  陽 性 
（ C D 3 4 + / C X C R 4 + ） 細 胞 の 割 合 を 測 定 し た .     こ
れ ら の 結 果 よ り , 繰 り 返 し の 凍 結 及 び 解 凍 が長 
期 間 保 存 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 に お け る 造 血機 
能 に 与 え る 影 響 を 検 討 し , 再 凍 結 さ れ た 移植 用 
臍 帯 血 が 細 胞 治 療 な ど に 利 用 可 能 で あ るか ど 
う か に つ い て 評 価 し た . 
ま た , 凍 結 ま で の 時 間 が 造 血 機 能 に 与 え る影 
響  を  検  討  す  る  目  的  で  再  解  凍  後  に  検  体  を    4 ℃         
に 静 置 し  2 時 間 後 ,  6 時 間 後 に 培 養 し た  C F U - 




1 臍 帯 血 の 採 取 方    法 
 
 
 臍 帯 血 は , 採 取 施 設 と し て 神 奈 川 臍 帯 血 バ 
ン ク の 臍 帯 血 採 取 施 設 で あ る 産 科 病 院 で 採 取 
さ れ た . 対 象 は , 妊 娠 分 娩 経 過 に 異 常 を 認 め 
な い 正 期 産 の 児 と し , 児 出 生 後 で 胎 盤 娩 出 前 






る 前 ） に 採 取 を 行 っ た . 採 取 時 ,  臍 帯 を ポ ピド 
ン ヨ ー ド 液 で 消 毒 後 に 臍 静 脈 を 穿 刺 し , 抗凝 固 
剤 と し て  2 8 m l の  c i t r a t e – p h o s p h a t e 
- 
d e x t r o s e を 含 ん だ     2 0 0 m l の 臍 帯 血 採 取 専 用 バ
ッ グ  ( C B S - 2 0 A ;  N i p r o  C o ,  O s a k a , J a p a n )  に
自 然 落 下 式 に 採 取 し た . 
 
 
2 臍 帯 血 ユ ニ ッ ト の 調 整 お よ び 保 存 
 
臍 帯 血 の 調 整 保 存 に は   R u b i n s t e i n ら の 方 
法  を  用 い た   1 0 ) .  即 ち ,  抗 凝 固 剤 入 り の    臍 帯
血 に   6 %  の   h y d o r o x y e t h y l   s t a r c h ( H E S 4 0 ; 
N i p r o  C o ) を  1 . 5 % の 最 終 濃 度 に な る よ う 添 加
し , 1 0  ℃ , 5  分 間  6 0 0 g  で 遠 心 分 離 し 有 核    細 胞
血 漿 を 回 収 し    た .  1 0 ℃ ,   1 0 分 間 4 0 0 g で 遠 心
後 ,  血 漿 成 分 を 除    き ,  有 核 細 胞 浮 遊 液 と し て 
2 3 m l   に な  る  よ う  調 整 し た  .    凍  結  直  前  に 
D i m e t h y l  s u l f o x i d e  ( D M S O ;  C r y o s e r v ; 
E d w a r d s L i f e s c i e n c e s , I r v i n e , C A , U S A ) 濃
度 が 1 0 % , D e x t r a n 4 0 ( T e r u m o ,  T o k y o , 







り 添 加 し 混 和 , 移  植 用 臍  帯 血 と し て 2 5 m l を 
凍 結 バ ッ グ ( F  - 0 2 5 ; N i p r o C o ) に 注 入 し た  . 
 
凍 結 バ ッ グ を ア ル ミ ニ ウ ム キ ャ ニ ス タ ー （ 以
下 , キ ャ ニ ス タ ー ）    収  納  し , プ ロ グ ラ ム   フ リ 
ー ザ ー ( S a n y o E l e c t r i c , T o k y o , J a p a n ) で 凍 
結 後 , - 1 9 5 ℃ 液 体 窒 素 タ ン ク に 移 し 保 存 し た .
プ ロ グ ラ ム フ リ ー ザ ー に よ る 凍 結 速 度 は 以 下の 
と お り で あ    る . 即 ち  - 4 ℃ ま で - 3 ℃ / 分 で   冷 
 
却 し ５ 分 間 の 保 冷 後 - 1 ℃ / 分 で - 50 ℃ へ , そ の 
後 - 5 ℃ / 分  で - 8 0   ℃ ま で 凍 結 し 液 体   窒 素 入 り タ 
 




3 臍 帯 血 の 解   凍 
 
 
 液 体 窒 素 タ ン ク か ら 当 該 臍 帯 血 バ ッ グ に 収 
納 さ れ た キ ャ ニ ス タ ー を 用 手 的 に 搬 出 し , 凍 
結 バ ッ グ を 3 7  ℃ 恒 温 槽 に 5 分 以 内 静 置 し 解 凍 
し た . 





4 検 体 の 採   取 
 







混 和 し た . 凍  結 バ ッ グ は 7 0  ％ ア ル コ ー ル   を 
含 ん だ 不 織 布 で   清 浄 し た の   ち 1 8 G  針 付 き 注  射 
筒 で 3 m l  を 採 取 , 造 血 機 能   測 定 用 に 使 用   し 
た . 





5 臍 帯 血 の 再 凍    結 
 
検 体 採 取 後 の 残 検 体 は 凍 結 バ ッ グ に 入 れ たま  
ま  キ  ャ  ニ  ス  タ  ー  収  納  し  ,    初  回  と  同    
様 R u b i n s t e i n  ら  の  方  法  で  再  凍  結  し  た  .      
解 凍 か 




6 臍 帯 血 の 再 解 凍 と 検 体 採 取 
 
各 検 体 の 再 解 凍    は , 3  と 同 様 の 手 順 で 液    体 
 
 
窒 素 タ ン ク か ら 用 手 的 に 搬 出 し , 3 7 ℃ 恒 温 槽 
に 5 分 以 内 静 置 し 再 解 凍 し た . そ の 後 4 と 同 






7 有 核 細 胞 数 測 定 と 総 細 胞 数 の 算 定 
 
有 核 細 胞 数 は 凍 結 前 , 解 凍 後 お よ び 再    解 凍






T o  w a , K o b e , J a p a n ) で 測 定 し た . 総  細  胞 数 の
算 定 は 以 下 の と お り で あ る . 総 細 胞 数 （ 個    ） 





8 生 細 胞 率 の   測 定 ( F i g u r e 1 ) 
 
0 . 2 % ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 法 を 使 用 し 死 細 
 
胞 数 を 計 測 し    た . 単 核 球 分 画 か ら C D 4 5 陽    性 細
胞  を  選 択 し  ( 1 ) 、 7 - A A D と C D  3 4  で ゲ ー ト さ れ
る  死  細 胞 数  ( 2 ) ( 3 ) を 差 し 引 き , 生  細  胞 数 を
算  出  し た . 生 細 胞 率 算 定 は 以 下 の と お り 行 っ
た . 生 細 胞 率 （ ％ ） ＝ 生 細 胞 数 / 有 核 細 胞 数 




9 F l o w c y t o m e t r y 
 
C D 3 4 + 細 胞 数 の 測 定 は 以 下 の と お り で あ る .        
抗 体 試 薬 と し    て 抗  C D 4 5 抗 体   ( F I T C ) ,   抗  C D 3 4
抗 体 ( P E ) を そ れ  ぞ れ 1 0  μ l  ( B D  B i o s c i e n c e s , 
S a n J o s e , C A , U S A ) と V i a - P r o v e ( 7 - A A D ) 
( B D   B i o s c i e n c e s )  1 0 μ l   を 染 色  ビ ー ズ 






む T r u c o u n t  t u b e s ( B D B i o s c i e n c e s ) に 添 加
し た .  次  に  室 温 ,  暗  所  で 検 体  5 0  μ l  を 加 え 混
和 し , 1 5 分 間 静 置 後 に 赤 血 球 溶 血 剤 1 m l を 加
え ,  混  和 し ,   5 分 間 静 置   後 に  F A C S  C a l i b u r 
( B D P h a r m i n g e n , S a n  D i e g o , C A , U S A ) で 測 定
を 行 い   C e l l Q u e s t ( B D B i o s c i e n c e s )   で 解 析
を 行 っ た   . 
I n t e r n a t i o n a l S o c i e t y   o f H e m a t o t h e r a p y 
a n d G r a f t E n g i n e e r i n g  ( I S H A G E ) の  ガ イ ド
ラ イ ン に   従 い C D 4 5 + 細 胞 を ゲ ー ト   し , そ の う
ち C D 3 4 + 細 胞 を 算 定  し た 1 1 ) .  C D 3 4 + 細 胞 数 は
以 下 の よ う に 計 算 し 算 出 し た . 
C D 3 4 + 細 胞 数 
 
= C D 3 4 + 細 胞 数 / μ l × テ ス ト チ ュ ー ブ あ た り の
ビ ー ズ 数 × ビ ー ズ 数 希 釈 因 子 × 検 体 量 
( 5 0 μ l ) 
 
C D 3 4 + C D 3 8 - 細 胞 , C D 3 4 + C X C R 4 + 細 胞 の 測 定 
 
は 以 下 の 通 り で あ る . 検 体 5 0  μ l  に 抗 体  試 薬
と  し て 抗 C D  3 4  抗 体 ( P E ) ( 8 G 1 2 , B e c t o n – 






体  ( A P C )  ( T 1 6 ,  B e c t o n – D i c k i n s o n ) ,  抗  C D 4 5 
抗 体 ( F I T C )  ( B D  B i o s c i e n c e s ,  S a n  J o s e ,  C A , 
U S A ) ,  抗 C X C R 4 抗 体   ( P e r - C p )  ( 1 2 G 5 ,  B e c t o n 
– D i c k i n s o n , S a n   J o s e ,  C A ,  U S A ) を 加 え 混 和
し , 室 温 ,  暗 所 で   1 5  分 間 静 置 後 に 赤 血 球 除 
去 を  行 い   ,  p h o s p h a t e - b u f f e r e d s a l i n e 
( P B S ) で 二 度 洗 浄 を 行 っ    た . 同 様 の 操 作   で 抗 
C D 3 4 抗 体  ( P E ) ,  I g G 2 a  ( F I T C ) を 用 い て   コ ン
ト ロ ー ル 検 体 を 作 成 し た . I S H A G E 法 で  C D 3 4 +
細 胞 を ゲ ー ト    し ,    同 分 画 か ら   直 接  C D 3 8 陰 性 
( % ) お よ び C X C R 4 陽 性 ( % ) を 測 定 し た  . 
 
 
10 C F U - G M 数  測 定 
 
M e t h o C u l t 培 養 液  ( M e t h o C u l t G F H 4 4 3 4 V ; 
S t e m  C e l l T e c h n o l o g i e s , V a n c o u v e r , B C , 
C a n a d a ) を 使 用 し , C F U - G M  数 を 測 定 し  た . 即
ち , 培 養 液 1 m l 入 り 3 5 m m プ ラ ス チ ッ ク ペ ト リ
皿 に 5 × 1 0  ⁴  個 の 有 核 細 胞 を 分 注 ,  攪  拌  し , 
1 0 0 ％ 湿 度 , 3 7 ℃ , 5 % C O 2 培 養 器 に 孵 置 し   た .






算  定  し た . 総 C F U - G M  数 は 以 下 の と お り 算    定 し
た . 
総 C F U - GM 数 （ 個 ） 
 




1 1  統  計  解 析 
 
P F  , P T 1 , P T 2 ( C F U - G M  数 の み P T 2 の 2  時 間 
 
後 , 6 時 間 後 ) の 各 項 目 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 
( S D ) を 測 定 し , 各 ポ イ ン ト に つ い て 反 復 測 
定 分 散 分 析 を 用 い て 比 較 検 討 を 行 っ た . 生 細
胞 率 , C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 , C D 3 4 + / C X C R 4 + 細 胞 
率 は  P T 1 , P T 2   の   2 ポ イ ン ト の 測 定 で あ り ,
対 応 の  あ る  t 検 定  を 用  い  て 比  較 検   討 し た . 
p < 0 . 0 5   を 有 意 水 準 と    し ,  解  析 に は  J M P ®  1 1 
( S A S   I n s t i t u t e  I n c , C a r y ,  N C ,  U S A ) を 使





1 凍  結  期 間 
 






あ る . 初 回 解 凍 ま で の 期 間 1 0  ± 0 . 2 2 年 、 再 凍




2 総  細 胞 数 ( F i g u r e 2 ) 
 
P F  ,  P T 1 , P T 2 の 総 細 胞 数 の 平 均 値     は , 各 々 
6 . 1 6 ± 2 . 3 5 × 1 0  8 個 , 5 . 4 7 ± 2 . 1 4 × 1 0  8 個 , 
5 . 3 1 ± 2 . 1 2 × 1 0  8 個 で あ っ た . P T 1 , P T 2 の 総 
 
細  胞  数 は , 凍 結 前 に 比 較 し 有 意 （ い ず れ も 
p < 0 . 0 1 ） に 低 値 で あ っ た   が , P T 2 の 総 細 胞 数
は P T 1 と 比 較 し て 有 意 差 は な か っ た ( p = 




3 C D 3 4 + 細 胞 数 ( F i g u r e 3 ) 
 
P F  , P T 1 , P T 2 の C D 3 4 + 細 胞 数 の 平 均 値   は ,
各 々 1 . 0 6 ± 0 . 6 2 × 1 0  6 個 , 0 . 6 6 ± 0 . 3 3 × 1 0   
個 , 0 . 6 0 ± 0 . 3 4 × 1 0  6 個 で あ っ た . P T 1 , P T 2 の 
 
 
数 は , P F  に 比 較 し  有 意 （ い ず れ も p < 0 . 0 1 ）  に 
低 値 で あ っ た が , P T 2 の C D 3 4 + 細 胞 数 は P T 1 と 比 









4 C F U - G M  数 ( F i g u r e 4 ) 
 
P F  , P T 1 , P T 2 の C F U - G M  数 の 平 均 値 は , 各 々 
6 . 4 0 ± 2 . 9 4 × 1 0  5 個 , 1 . 9 6 ± 1 . 3 2 × 1 0  5 個 , 
1 . 2 7 ± 0 . 5 2 × 1 0  5 個 で あ っ た . P T 1 , P T 2 の 
 
C F U - G M  数 は , P F  に 比 較 し 有 意 （ い ず れ も 
 
p < 0 . 0 1 ） に 低 値 で あ っ た   が , P T 2 の C F U - G M  数
は P T 1 と 比 較 し て 有 意 差 は な か っ た ( p = 
 
0 . 6 9 ) .  
P T 2 の 2 時 間 後  , 6 時 間 後 の C F U - G M  数 は  そ れ ぞ 
 
れ 1 . 0 5 ± 0 . 5 5 × 1 0  5 個 , 0 . 7 7 ± 0 . 3 5 × 1 0  6 個 で 
 
あ り 減 少 し て い た が P T 2 と 比 較 し て 有 意 差 は
な  か っ た ( そ れ ぞ れ  p = 0 . 6 3 , p = 0 . 2 9 ) . 
 
 
5 生  細 胞 率 ( F i g u r e 5 ) 
 
P T 1 , P T 2 の 生 細 胞 率 は そ れ ぞ れ 8 3 . 7 ± 
 
9 . 4 5 % , 6 4 . 4 5 ± 8 . 0 % で あ り , P T 2 の 生 細 胞  率 
 







6 C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 率 お よ び C D 3 4 + / C X C R 4 細
胞 率 ( F i g u r e 6 ) 
P T 1 , P T 2 の C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 率 は そ れ ぞ れ 
9 . 1 1 ± 4 . 1 3 % , 1 0 . 2 2 ± 3 . 7 6 % で あ り , 有 意 
差 は な か   っ た ( p = 0 . 1 6 ) ( F i g u r e 6 A ) . 
 
P T 1 , P T 2 の C D 3 4 + / C X C R 4 + 細 胞 率 は そ れ ぞ れ  
8 1 . 6 5 ± 1 0 . 8 2 % , 7 6 . 7 9 ± 8 . 3 6 % で あ り , 有 意 






U C B T は 世 界 中 で こ れ ま で 2 万 件 以 上 施 行 さ
れ  1 2 ) , ま す ま す 増 加 し て い く こ と が 予 想 さ 
れ る . 又 , 移 植 後 再   発 , ウ イ ル ス 感 染 症    な ど
に 対 す る D L I が 行 え な い と い う 欠 点 を 克 服 す 
 
べ く , 臍 帯 血 C D 3 4 + 細 胞 か ら T 細 胞 や 間 葉 系 細 
胞 を 増 幅 培 養 し て 輸 注 す る 細    胞 治 療 が 立 案 さ 
 
れ  て  い  る 4 ) 5 ）  . 解 凍 さ れ た 臍 帯 血 を 再 凍 結 
し , こ れ ら の 細 胞 治 療 に 使 用 で き れ ば 治 療 開
始 時 期 を 自 由 に 選 択 で き る . 






帯 血 の 総 細 胞    数 , C D 3 4 + 細 胞 数 , C F U - G M  数 の
い ず れ も 解 凍 後 は 凍 結 前 と 比 較 し て 有 意 に 低
値 で あ っ   た . し  か し , 凍 結 期 間 が 1 か 月    の 対
照 検 体 に お い て も 解 凍 後 に 同 様 の 低 下 が み ら
れ た こ と か ら 長 期 間 凍 結 保 存 さ れ た 臍 帯 血 の
品 質 は 維 持 さ れ て い た と 結 論 づ け て い る 9 ) .          
一 方 で 再 解 凍 後 の 総 細 胞 数 , C D 3 4 + 細 胞 数 , 
C F U - G M  数 は 解 凍 後 と 比 較 し て い ず れ も 有 意 差
を 認 め ず 繰 り 返 し の 凍 結 お よ び 解 凍 が こ れ ら
の 項 目 に 与 え る 影 響 は な い と 言 え る . T i m e u s
ら は ９ 件 の 研 究 用 臍 帯 血 を 用 い て 1 か 月 間 隔           
に 合 計 3 回 の 凍   結 , 解 凍 を 行 い 造 血 細 胞 の 品 
質 に 与 え る 影 響 を 検 討 し て い る 8 ) . 我  々 の 結
果 と 同 様 に 初 回 解 凍 後 の こ れ ら の 各 項 目 の 数 
 
値 は 2 回  目 解 凍 後 と 比 較 し て 有 意 差 は な か っ 
た . C D 3 4 + 細 胞 は 造 血 再 構 築 を 担 う の み で な 
く 、 T 細  胞 へ の 分 化 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 
 
4 ) 5 ）  こ と か ら 、 繰 り 返 す 凍 結 融 解 で 影 響 が 軽 
微 に と ど ま っ た こ と は 前 述 の 細 胞 療 法 へ の 利 






我 々 の 検 討 で は 再 解 凍 後 の 生 細 胞 率 は 解 凍
後 と 比 較 し て 有 意 に 低 値 で あ っ た . T i m e u s ら
は 3 回 の 凍  結 , 解 凍 後 も 生 細 胞 率 に 差 が な か
っ た と 報 告 し て お り 8 ) , 我 々 の 結 果 と 異    な っ
て  い た . 再 凍 結 ま で の 時 間 が 長 か っ た こ と ,
再 凍 結 か ら 再 解 凍 ま で 5 年 以 上 経 過 し て い た
こ と , 凍 結 速 度 が 異 な っ て い た こ と な ど が 要
因 と し て 考 え ら れ る . H u a n g ら も 同 様 に  臍 帯
血 の 生 細 胞 率 は 解 凍 後 の 室 温 放 置 時 間 の 経 過
と と も に 低 下 す る が 3 0  分 以 内 で あ れ ば 影 響 が
少 な い と 結 論 づ け て い る 1 3 ) . こ れ ら は 常   温 
 
で の D M S O の 毒 性 に よ る 影 響 と さ れ , 洗 浄 処 理 
を 行 う こ と で 生 細 胞 率 の 低 下 を 防 ぐ こ と が 可 
 
能 で あ る 1 4 ）      1  5 ） . 
 
C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 , C D 3 4 + / C X C R 4 + 細 胞 は い ず 
 
れ も 生 着 に 必 須 の 未 分 化 な 造 血 幹 細 胞 で あ る 
 
1 6 ) 1 7  ）  . 再 解 凍 後 の C D 3 4 + / C D 3 8 - 細 胞 率 は   解 
 
 
凍 後 と 比 較 し て  増 加 し て お り , C D 3 4 + / C X C R 4 + 
細 胞 率 は 減 少 し  て い た が い ず れ も 有 意 差 を   認 






て お り 8    ) , 繰 り 返 し の 凍 結 お よ び 解 凍 が よ り 
 
 
未 分 " な 造 血 幹 細 胞 に 与 え る 影 響 は 少 な い と 
考 え ら  れ  る . 
 
再 解 凍 後 の 室 温 静 置 時 間 が コ ロ ニ ー 形 成 能 
 
 
に 及  ぼ  す 影 響 を 検 討 す べ く , 再 解 凍 後 , 再 解 
凍 2 時 間 後  , 6 時 間 後 に C F U  - G M   数 を 測 定 し た . 
再 解 凍 直 後 と 比 較 し て 有 意 差 は 認 め な か っ 
 
た が 時 間 と と も に コ ロ ニ ー 形 成 能 が 低 下 し て 
い た . D M S O は コ ロ ニ ー 形 成 能 に も 影 響 を 与 え 
 
る と さ れ て お り 1 8 ）  , 再 解 凍 後 は 速 や か に 使 
用 す る 、 も し く は 再 凍 結 す る こ と が 重 要 で あ 
る . 
                  
 
長 期 間 保 存 さ れ た 移 植 用 臍 帯 血 を 用 い て 繰 
り 返 し の 凍 結 及 び 解 凍 が 造 血 能 に 与 え る 影 響 
に つ い て の 検 討 を 行 っ た . 再 凍 結 ま で の 時 間 
が 長 か っ た が 生 細 胞 率 以 外 の 造 血 能 に 影 響 は 
な か っ た . 生 細 胞 率 は T 細 胞 を 増 殖 培 養 す る 
 
た め に 必 須 で あ る こ と か ら 4 ) , 解 凍 さ れ た   移 
植 後 臍 帯 血 の 一 部 を 速 や か に 再 凍 結 す る こ と 







れ ら を 増 殖 培 養 後 に 細 胞 治 療 と し て 使 用 で き 
る 可 能 性 が あ る と 考 え た . 臨 床 応 用 を 行 う た 
め に は 、 再 凍 結 の 方 法 や 手 順 に つ い て も 一 定 
の 基 準 を 設 け る こ と が 必 要 と な り , 今 回 の  検 
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C D 3 4 + c e l l c o u n t s b a s e d o n I S H A G E 
g u i d e l i n e s . C y t o m e t r y . 1 9 9 8 ; 3 4 : 6 1 – 7 0 . 
 
12 ) G l u c k m a n E , R u g g e r i , V o l t F , e t a l . 
 
M i l e s t o n e s i n u m b i l i c a l c o r d b l o o d 
 




13 )  H u a n g  L ,  S o n g  G Q ,  W u  Y ,  e t  a l .  O p t i m a l 
l e n g t h  o f  t i m e  o f  c r y o p r e s e r v e d  u m b i l i c a l 
c o r d  b l o o d  i n f u s i o n  a f t e r  t h a w i n g . 
H e m a t o l o g y . 2 0 1 4 ; 1 9 : 7 3 - 7 9 .   
 
14 ) L a r o c h e V ,  M c K e n n a D H ,  M o r o f f G , e t 
a l . C e l l l o s s  a n d r e c o v e r y i n u m b i l i c a l 
c o r d  b l o o d p r o c e s s i n g :  a c o m p a r i s o n o f 
p o s t t h a w  a n d  p o s t w a s h s a m p l e s . 
T r a n s f u s i o n . 2 0 0 5 ; 4 5 : 1 9 0 9 - 1 9  1 6 . 
 
15 ) R e g a n D M , W o f f o r d J D , W a l l D A . 
t r a n s p l a n t a t i o n . B r J H a e m a t o l 
1 5 4 : 4 4 1 - 4 4  7 .   







C o m p a r i s o n o f c o r d b l o o d t h a w i n g m e t h o d s 
o n  c e l l r e c o v e r y , p o t e n c y , a n d 
i n f u s i o n . T r a n s f u s i o n . 2 0 1 0 ; 5 0 : 2 6 7 0 - 
2 6 7 5 .   
16 ) B h a t i a M , W a n g J C , K a p p U , e t a l . 
 
P u r i f i c a t i o n o f p r i m i t i v e h u m a n 
h e m a t o p o i e t i c  c e l l s c a p a b l e o f 
r e p o p u l a t i n g i m m u n e - d e f i c i e n t  m i c e . P r o c 
N a t l A c a d S c i  U S A . 1 9 9 7 ; 9 4 : 5 3 2 0 – 5 3 2 5 .   
17 ) P e l e d A , P e t i t I , K o l l e t O , e t a l . 
 
D e p e n d e n c e o f h u m a n s t e m c e l l 
 
e n g r a f t m e n t a n d r e p o p u l a t i o n o f 
 
N O D / S C I D m i c e o n C X C R 4 . S c i e n c e . 1 9 9 9 ; 
2 8 3 : 8 4 5 – 8 4  8 . 
18 ) G o l d m a n J M , T h ’ n g K H , P a r k D S , e t 
a l . C o l l e c t i o n , c r y o p r e s e r v a t i o n a n d 
s u b s e q u e n t v i a b i l i t y o f h a e m o p o i e t i c s t e m 
c e l l s i n t e n d e d f o r t r e a t m e n t o f c h r o n i c 
g r a n u l o c y t i c l e u k e m i a i n b l a s t - c e l l 












A b s t r a c t 
 
A l t h o u g h u m b i l i c a l  c o r d b l o o d ( U C B ) i s 
i n c r e a s i n g l y u s e d f o r s t e m c e l l 
t r a n s p l a n t a t i o n s ( S C T ) , o n e o f t h e  m a i n 
d i s a d v a n t a g e s o f t h i s  a p p r o a c h i s t h a t 
i t  m a k e s p e r f o r m i n g c e l l t h e r a p i e s , 
s u c h a s d o n o r l y m p h o c y t e i n f u s i o n s , 
 
d i f f i c u l t . T h e r e f o r e , t h e e x p a n s i o n o f 
 
U C B - d e r i v e d T c e l l s i s b e i n g c o n s i d e r e d 
a s a n a l t e r n a t i v e . U s u a l l y , e x  v i v o T 
c e l l s a r e e x p a n d e d f r o m a s a m p l e o f 
 
t h a w e d  U C B  d u r i n g    S C T .  H o w e v e r ,  i t  i s 
d i f f i c u l t  t o  s e l e c t    a p p r o p r i a t e  c e l l s 
f o r  c u l t u r e .  T h e  b e s t m e t h o d  o f 
c r y o p r e s e r v i n g U C B u n i t s f o r  e x p a n s i o n 
i s t o r e f r e e z e s o m e  t h a w e d U C B d u r i n g 
S C T  a n d t o t h e n  t h a w t h e m  w h e n  n e e d e d . 
T h e a i m o f t h e p r e s e n t s t u d y w a s t o 
e v a l u a t e  t h e e f f e c t s o f  r e p e a t e d 









l o n g - t e r m c r y o p r e s e r v e d U C B u n i t s . 
 
E i g h t e e n U C B u n i t s  f o r S C T t h a t  h a d b e e n 
c r y o p r e s e r v e d  f o r m o r e t h a n  1 0 y e a r s 
w e r e  t h a w e d a n d a n a l y z e d . T h e s e u n i t s 
w e r e t h e n r e f r o z e n f o r m o r e t h a n  6 
y e a r s , a n d t h e e f f e c t s o f r e p e a t e d 
c r y o p r e s e r v a t i o n  p r o c e d u r e s w e r e 
a n a l y z e d . T h e U C B u n i t s w e r e t h a w e d t o 
e n a b l e a s s e s s m e n t o f t h e  n u m b e r o f 
t o t a l n u c l e a t e d c e l l s , C D 3 4 + c e l l s , 
 
C D 3 4 + C D 3 8 - c e l l s , a n d C D 3 4 + C X C R 4 + c e l l s , 
c o l o n y - f o r m i n g u n i t - g r a n u l o c y t e / 
m a c r o p h a g e  ( C F U - G M ) c o u n t s ,  a n d c e l l 
v i a b i l i t y r a t e s a t t h r e e t i m e 
p o i n t s , n a m e l y p r e - f r e e z i n g ( P F ) ,  a t t h e 
i n i t i a l p o s t - t h a w ( P T 1 ) , a n d a t t h e 
s e c o n d p o s t - t h a w ( P T 2 ) . T h e r e w e r e 5 . 4 7 ± 
2 . 1 4 × 1 0  8 , 0 . 6 6 ± 0 . 3 3 × 1 0  6 , 1 . 9 6 ± 1 . 3 2 × 






r e s p e c t i v e l y , a t  P T 1 a n d 5 . 3 1 ± 2 . 1 2 × 1 0  8 , 
0 . 6 0 ± 0 . 3 4 × 1 0  6 , 1 . 2 7 ± 0 . 5 2 × 1 0  6 o f t h e s e 
c e l l s a t P T 2 , r e s p e c t i v e l y ( p = 0 . 4 5 , 
 
p = 0 . 3 3 , a n d p = 0 . 6 9 , r e s p e c t i v e l y ) . T h e r e 
w e  r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e 
n u m b e r s o f T N C , C D 3 4 +  c e l l s , o r C F U - G M 
b e t w e e n P T 1  a n d P T 2 . T h e m e a n  b a s a l 
p e r c e n t a g e s  o f v i a b l e c e l l s , C D 3 4 + C D 3 8 - 
c e l l s , a n d C D 3 4 + C X C R 4 - c e l l s  w e r e 8 3 . 7 
± 9 . 4 5 , 9 . 1 1 ± 4 . 1 3 , a n d 8 1 . 6 5 ± 1 0 . 8 2 % a t 
 
P T 1 a n d 6 4 . 4 5 ± 8 . 0 , 1 0 . 2 2 ± 3 . 7 6 , a n d 
 
7 6 . 7 9 ± 8 . 3 6 % a t P T 2 , r e s p e c t i v e l y 
 
( p < 0 . 0 1 , p = 0 . 1 6 , a n d p = 0 . 0 9 , r e s p e c t i v e l y ) . 
 
T h e    m e a n  b a s a l  p e r c e n t a g e  o f  v i a b l e 
c e l l s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  a t  P T 2 
t h a n  a t  P T 1 . 
R e p e a t e d f r e e z e - t h a w c y c l e s d i d n o t 
 
a p p e a r t o n e g a t i v e l y a f f e c t  t h e  q u a l i t y 
o f l o n g - t e r m  c r y o p r e s e r v e d  U C B u n i t s f o r 






r e a s o n  f o r  t h e s i g n i f i c a n t l y l o w e r 
n u m b e r o f  v i a b l e c e l l s a t P T 2  w a s 
s u g g e s t e d t o  b e t h e l o n g e r  t i m e t o 
r e f r e e z i n g . I n  c o n c l u s i o n , r e f r o z e n U C B 
c o u l d b e  u s e d t o d e v i s e n e w o p t i o n s  f o r 
e x v i v o e x p a n s i o n  p r o c e d u r e s  a n d c e l l 
t h e r a p y i f t h e v i a b i l i t y r a t e s o f  s u c h 
p r o d u c t s  c o u l d b e p r e v e n t e d f r o m 




K e y w o r d s 
 
U m b i l i c a l c o r d b l o o d ,  H e m a t o p o i e t i c c e l l 
f u n c t i o n , C o r d b l o o d t r a n s p l a n t a t i o n , 




E f f e c t s o f r e p e a t e d  f r e e z e - t h a w c y c l e s 
o n  t h e q u a l i t y o f l o n g - t e r m 
c r y o p r e s e r v e d u m b i l i c a l  c o r d b l o o d u n i t s 






D a i s u k e T o y a m a , S h o h e i Y a m a m o t o , M a s a y a 
K o g a n e s a w a , R y o t a K a n e k o , H i r o k i 
T s u k a d a , K o s u k e A k i y a m a , R y o s u k e 
 




D e p a r t m e n t o f P e d i a t r i c s , 
 
S h o w a  U n i v e r i s t y F u j i g a o k a H o s p i t a l 
1 - 3 0 F u j i g a o k a A o b a - k u Y o k o h a m a 
K a n a g a w a , 
 
2 2 7 - 8 5 0 1 , J A P A N 
 













F i g u r e 1 . 
 
R e p r e s e n t a t i v e  f l o w  c y t o m e t r y d o t p l o t s 
s h o w t h e d e a d c e l l s ( 2 ) ( 3 ) . 
 
 
F i g u r e 2 . 
 
T o t a l n u c l e a t e d c e l l s ( T N C ) . ＊ p < 0 . 0 1 
 
( n = 1 8 )  P F ; p r e - f r e e z e , P T 1 ; i n i t i a l p o s t - 
t h a w , P T 2 :  s e c o n d p o s t - t h a w 
T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n 
t h e n u m b e r s  o f  T N C b e t w e e n  P T 1 a n d P T 2 




F i g u r e 3 . 
 
C D 3 4 + c e l l s . ＊ p < 0 . 0 1 ( n = 1 8 ) 
 
T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n 
t h e n u m b e r s  o f  C D 3 4 c e l l s b e t w e e n P T 1 









F i g u r e 4 . 
 
C F U - G M  c e l l s . ＊ p < 0 . 0 1 ( n = 1 8 ) 
 
T h e r e w e r e n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n 
t h e n u m b e r s  o f  C F U - G M c e l l s b e t w e e n P T 1 
a n d P T 2 ( p = 0 . 6 9 ) . 
 
 
F i g u r e 5 . 
 
V i a b i l i t y . ＊ p < 0 . 0 1 ( n = 1 8 ) 
 
T h e m e a n  b a s a l p e r c e n t a g e o f v i a b l e 
c e l l s  w a s  s i g n i f i c a n t l y l o w e r  a t P T 2 
t h a n  a t P T 1 . 
 
 
F i g u r e 6 . 
 
( A ) C D 3 4 + C D 3 8 - c e l l s . ( n = 1 8 ) 
 
( B ) C D 3 4 + C X C R 4 - c e l l s . ( n = 1 8 ) 
 
T h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n 
t h e  n u m b e r s  o f  b o t h  C D 3 4 + C D 3 8 -  c e l l s  a n d 
C D 3 4 +  C X C R 4 -  c e l l s  b e t w e e n  P T 1  a n d  P T 2 













( 1 )   
(2 )  

















































F i g u r e 6 . 
 
